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Idrardan Kolon Kromatografisi ile 5- Methoxytryptamine izole
etmek igin bu calisma yapilmistr. -Kolonda bu madde ile ilgili  siiziilme -
alany tesbit edilmis ve sistem bundan sonrasi igin isler seviyeye getiril-
mistir. Ayrica metodun uygulamas: swasinda dikkat edilmesi  gerekli

hususlar tartisilmgtir.

GIRIS VE

5- Methoxytrptamine (5- MET), tryp-
tophan metabolizmasi ara iiriinlerinden
bir indol bilesigidir. (1, 2, 3,4) Normal
sahislarin idrarinda cikmaz. Mono A-
mino Oksidaz (MAO) enzimi eksikligi
olanlarin idrarinda bulunur. Normal o-
larak tryptophan’in serotonin iizerinden
yikiminda serotoninden MAO enzimi
ile 5- hydroxy indole asetaldehide te-

GENEL BILGI

sekkiil ederken, MAO eksikliginde bu
yol iglemez. serotoninin bir bagka ii-
riinii olan 5- MET meydana gelir. Ay-
rica, 5- MET, MAO enzimi ile 5- met-
hoxy indole acetic acide’e yikilirken,
MAO eksikliginde bu yikilma duraca-
gindan 5- MET yigilir. Bu iki olay so-
nucu artan 5- MET idrarla itrah edilir.
(Sekil 1).
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5- MET idrardan izole edildiginde
patolojik' durumu tesbit etme imkani
dogmaktadir. Bundan hastalarin tani-

minda faydalamlabilecegi gibi predis-
poze sahislarmn taniminda da faydala-
nilmast ' miimkiindiir. (2)

MATERYA.J VE METOD

A MATERYAL

Kolona yalmz standard standard
idrar kar1§1m1 ve yalmz Jdrar sekhnde
ounak lizere lig cesit numune tatbm
edllmls, bu. §ek11de 5 sahis 1drar1 fize-
rinde (eluat “kesilmesi ile kuru kalan
Sephadex’in  kontrolu icin yapilan 3
¢alisma- da blrhkte) 18- g:ahsma vapxl—
m1§t1r

B METOD :

Metod Jlerde rutm hale getnme
arzusuna uygun olarak hteraturden mo-
dlflye ed11m1°t1r (1 5 6)

Cahsmannz 1drardak1 geslth Mad—
Q¢1cr icinden aradigimiz . maddeyi:.jel
filtrasyonla ayiip Modifiye Erlich Re-
aktlfl lle renklendirilmesi esasina da-
yann Jnl flltrasyon adsorbmyon 1Ie
niimiine maddelermm ayrt. ayrz hlzda
kolonu cec;melerl suret1yle aymml te—
mm eder ‘

Jel flltrasyon 1¢m boncuklardan
yapﬂmls jeller kullamhr Bu boncukla-
rin’ ‘ayirmay1 temm eden bazi ozelhklen
Vardn BlZlm kullandmmlz SEPHA-
DEX G 10 boncuklarl koan bosluk—
[ar ihtiva etmektedir. Aymm komlerm
kiigiik molekilleri igerilerine dusurup
kolondan - gikmalarint. - geciktirmeleri
suretiyle saglanir.: En: biliyitk molekiil-
ler-en 6nce’ve sirayla -en kiiglik' mole-
kiiller-en” son gegerler. Boylece: eliiatin
toplandig: . devreye gore .de maddeler
degisiklik gosterir.

I\OLONLAR Cahsmal?rlmlzda
iki. tip. kolon kullanildi: - S

1= 9mim X500 -m‘m-'-lik':""’(Fichei')
kolon (sekil 2" A,B) ki kismi vardir.
Sephadex’in- dolduraldugu hazne ‘ve p-
lastik vidalarla birinci kisma baglanan
musluk. Orijinalinde ist kismina bag-
lanan herhangi bir pargasi yoktu Bir
rezervuardan” faydalanabllmek igin i-
kinci bir kolonun alt parg:asnn ust
Tisma baghyarak kullandlk Bu~ kl--
simla Y sekhnde bif cam bmuyu bir-
birine monte edebllmek igin dehkh
bir lastik sise tapas1 kulland1k Y bo-
rusunun tek ucu’ slse tlpasma (kolonla
baglantl temini 1<;m) gatal uglarmdan
biri plastlk bir boru 1le rezervuara bag-
landr. Diger uca yumusalf bir boru taki-
larak klemple 51k1§t1r11d1 Bu ug, kolo-
nun eluatla doldurulmast s1rasmda top-
lanan havanln bosalt11mas1 icin kulla—
mhdr. ‘

2- 10 mm X 300 mm, lzk (cmher)
kolon (§ek11 2 C) Yekpaledlr Alt kis-
mmda kendisinden muslugu vardlr
Ustien bir rezervuara baolamadan dam-
la damla eliiat ilave edildi. Bu is igin
b1r aynma humsmden yararlamldl

REAKTIFLER VE DIGER KIMYA-
SAL. MADDELER:

~1--Jel: Jel olarak Sephadex G—IO
dan bilyiik kolona 10 gr., kiigiik kolona
5 gr. toz kullanildi. Kolona" doldurul-
madan -6nce bir gece 0,1 N HCI de
birakilarak ~ sisirildi.” e



2- Eliiatlar: Maddemizi elile edici
olarak 0,1 N HCL, yikama igin de
distile su ve 0,02 N NH 4OH kullanilds.

3- Standart: 2 mgfml lik 5- MET
solusyonu hazirlandi, buz dolabinda
saklandi.

4- Renklendirme reaktifi: Kolon-
dan ¢ikan elilatta maddemizi aramak
icin Modifiye Erlich Reaktifi kullanil:
di. (7) Bunun igin 45 gr. Para Dimetil
Amino Benzaldehid 60 ml 12 N HCL
de ¢oziildii, buz dolabinda saklandi.

DENEYIN YAPILISI

1- Kolonun Yerlestirilmesi ve Se-
phadex _ile Doldurulmasi: Kolon yatay
diizleme dik olarak yerlestirildi. Daha
Once Sisirilmis olan Sepnadex G-10,
kolon hacmini agmiyacak kadar 0,1
N HCL ile homojen bir suspansiyon
haline getirildikten sonra bir baget
yardimiyla yavas yavas kolona doldu-
ruldu. Arada hava kabarcii kalmama-
sina dikkat edildi. Sepdahex’in yatagin-
da tamamen yerlesmesi beklendi. (Sep-
hadex ile iistte kalan stvi arasindaki net
bir seviye bunu gésterir.) Ust kisim-
daki swvi1 bir pastér pipeti ile alimp
atildi. (Musluk agilarak Sephadex’ten
siiziilmesi de beklenebilir.) Sephadex
seviyesi iizerinde stvi kalmayinca, daha
6nce hazirlanmis niimune tatbik edil-
di.

2- Evaporasyon (Idrar Niimunele-
rinin Konsantrasyonu) : Idrardan 100
ml evaporatdriin balonuna kondu. Ta-
mamen kuru bakiye kalincaya kadar
vakumla 40°C 1sida uguruldu. (Isiy:
temin igin balon aym sicakliktaki ban-
yoya daldirildi.) Bakiye bir miktar 0,1
HCL ile ¢6ziildii. Balona konulan idrar
miktarinin, bakiyeyi ¢6zmede kullani-
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lan HCL ye oram konsantrasyon nis-
betini verir. Bizim kullandigimiz id-
rarlar  100/10, 100/8, 100/6, 1005,
100/4 defa konsantre edildi.

3- Niimunenin kolona tatbiki: Tat-
bik edilecek niimune (standart ‘veya
konsantre idrar veya her ikisinin kari-
stm1) daha 6nce bir tiipde hazirland:.
Tiipden past6r pipetine alinip, ayni pi-
petle kolon cidarma dokundurarak ya-
vag yavas ayri bir seviye yapacak ge-
kilde birakildi. Sephadex ylizeyinin bo-
zulmamasma dikkat edildi. (Sekil 3
a,b).

4- Kolonun Elijat Rezervine Bas-
lanmasi: Tatbik ettigimiz niimunenin
Sephadex igine tamamen girmesinden
sonra 1 ml eliat (0,1 N HCL) aynen
nimune tatbik eder gibi kolona tatbik
edildi. (Sekil 3 c,d) (Bu iglem niimune-

‘nin tamamen Sephadex’e girip iistte-

ki eliata karismamast igin yapildy).
Bu da kaybolduktan sonra baslangici
niimune tatbik eder gibi dikkatli olmak
tizere (Sekil 3 e) kolon tamamen dol-

duruldu. Bundan sonrasinda: 9 mm X
500 mm lik kolonda ki ¢alismalarda
kulon rezervuara baglandi. 10 mm X
300 mm lik kolonda ise bir ayirma hu-

nisinden eluat damla damla ilave edi- -

lerek ihtiyaca gore ayarlandi.

5- Kolondan Adsorbe Edilen Eljj-
atin toplanmasr: Eliiatin toplanmasinda
otomatik fraksiyon kollekt6r kullanildi.
20 damlada bir tiip degistirerek her tiip-
de madde arand:.

6-. Renklendirme Reaksiyonu: Bu-
nun igin Modifiye Erlich reaktifi kulla-
nild:. Her tiipden 0,1 ml eliiat alinarak
0,5 ml reaktifle muamele edildi. Madde
mevcut oldugunda mor-yesil bir renk
verdi. ' .
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7- Kolonun yikanmasi ve Yeni De-
neye Hazirlanmast: Calismalarimizda
0,1 N HCL kullanildi. Maddemizin ¢ik-
mas1 kesildikten sonra sira ile 25 er
ml 0,1 N HCL, distile su, 0,02 N
NH4 OH, distile su, 0,1 N HCL gegi-
rildi. Boylece yeni. bir niimune- tatbik
edllebllecek hale getirildi.. Geceleri 01
N HCL e bagh b1rak11d1 ' N

BULGULAR

1- Standart gahsmalau ile maddemn
cikis alani:

a) 9 mm X 500 mm lik kolonda
(Niimunenin Sephadex’de  kaybolma-
sindan ‘sonra baslyarak =) 66-80 ml Ier
arasinda. 5

b) 10'mm X 300-mm lik kolonda,
28-49 ml ler. arasinda bulundu. -

2-:Saglam sahis idrari ile standard
karigimi tatbikatinda, idrar maddele-

rinin  ¢rkis alamna tes1r etmedm go-

riildii.

3- Yalnlz saglam sahls 1drar1 tat—
bik edlldlgmde 1naddem121n c1kt121 tes-
bit edilemedi.

4- Kolonun " yikanmasi -esnasinda
toplanan distile su ve HN,OH “eliiat-
larinda da konrol olarak yapilan ara-
mada maddemizin ¢tkmadifi goriildii.

5- Sephadex G-10 un rezervuar-
dan eliiat aknhinm bir ara (8 saat ka-

dar) kesilmesi ile kuru kalmasmdani

zarar gormedlgl tesbit edlldl

TARTISMA VE SONUC
5. MET B

Kimyasal o6zelligi dolayisiyla n(’itr.

ve alkalik fraksiyonlarda cikmamakta-
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©ru neticeler elde etmek,
madde veya maddelerm daha konsantre
ff'blr halde Ibulunmas1yle miimkiin ola-
_ cagindan, idrarda fazlaca bulunan inor-

e

‘simdiye kadar,

dir. Bu sebepten calismalari sadece asit
eliiatla yapmak yeterlidir. N6tr ve al-
kali eliiatlar yalniz yikama isleminde
kullanilmaktadir.

Renklendirmede kullamlan Modi-
fiye Erlich Reaktifi 5-MET igin spesi-
fik olmadxgmdan (1,7). patolojik tespit-
ler ve kantltatlf taymler i¢in - florofo-

~ ‘tometrik metodlar 1lave etmek gerek-
: mektedlr 2

Indol blle$lklel'l taymmde daha dog-
“aradig Simiz

""::""'ganik tuzlar, iire ve-~diger alifatik bile-
:yf‘vsiklerin uzaklastinilmast gereklidir. (6)

indolmbilesiklerini:n izolasyonu igin
kagit tromatografisi

(1,2,5,9,10), TLC (6), kolon kromatog-

- rafisi (5,6,8) ve radio izotoplar (3)
~ kullamlmis olup, TLC ve kagit kroma-
 tografilerinde inorganik tuzlar, iire ve
',‘;dlger ahfatlk bilesiklerin Rf degerleri
i indol blleslkleruun Rf: degerlen ile ben-
zerlik gosterdlgmden ‘bu ‘maddelerin u-
}:{ zaklastlrllma31 ayri b1r problem olarak

ortaya g:lkmlstlr Kolon kromatogra-

bir lsleme gerek olmajhiﬁ aymmm kendi-
hgmder miimkiin-- olmaktadir. (6)

Radio izotoplar ile ¢alismalar ol-
dukea kiilfetli 've' gayeye uygun degil-
dir. Calismamizda, Saphadex kolona yer-
lestirilirken hava kabarcigi birakilma-
masi, kolonun ‘dikey bulunmasi ve Sep-
hadex yuzeymm bozulmamast gibi hu-
suslara dikkat edilmesi kaydiyla, uy-
gulama kolay ve rahattir.

Calismamizin  bilhassa  memleke-

timizde kolon kromatograflsl ile yapila-

cak arastirmalarda yararli olacagini ii-
mit ediyoruz.




SUMMARY

ISOLATION OF 5- METHOXYTRYPTAMINE FROM URINE BY COLUMN
CHROMATOGRAFHY

This study has been undertaken
to isolate 5- methoxytryptamine from
urine, using the column chromatog-
raphy, The field of material has been
determined, and henceforth, the sys-

tem has been developed to the working
level. Furthermore, during the appli-
cation of the method, the points to
be taken into consideration have been
discussed.
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